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(57) Abstract 



The invention concerns a method of increasing the yield of crops which are resistant to glutamine synthetase inhibitors, the method 
calling for crop plants to be treated with small amounts of glutamine synthetase inhibitors. The invention also concerns the use of glutamine 
synthetase inhibitors to increase the yield of transgenic crop plants. 



(57) Zusanunenfassung 

Verfahren zur Ertragssteigerung von Glutaminsynthetase-Inhibicor-resistenten Nutzpflanzen, in dem Pflanzen mit niedrigen Aufwand- 
mengen von Glutaminsynthetase-Inhibitoren behandelt werden sowie die Verwendung von Glutaminsynthetase-Inhibitoren zur Er- 
tragssteigerung von transgenen Nutzpflanzen. 
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Beschreibung 

Verfahren zur Ertragssteigerung von herbizidresistenten Nutzpflanzen 

Die Verblndung Glufosinate (Glufosinate-ammonium, Ammonium-DL-homoalanin-4- 
yl(methyl)phosphinat, Schwerdtle et al., Z. Pflanzenkr. Pflanzenschutz., 1981. 
Sonderheft IX, Seite 431) wirkt als Inhibitor der Glutaminsynthetase (GS), da es sich 
urn ein Strukturanalogon der Glutaminsaure handelt. Die GS spielt bel alien 
Pflanzen eine zentrale Rolle im Metabolismus. Sie ist fur die Entgiftung von NH3 
verantwortlich ist, was zur Folge hat, daS alle Landpflanzen nach der Applikation 
von Glufosinate durch die unterbundene Ammoniak-Assimilation stark geschadigt 
bzw. abgetotet werden. 

Durch die Ubertragung und Expression eines Glufosinate-Acetyltransferasegens, 
das aus aus Bialaphos (Phosphinothricln-alanyl-alanin) produzierenden 
Streptomycetenstammen isoliert wurde (EP-B1-0 242 236 und EP-B1-0 257 542), 
gelang es, Pflanzen herzustellen, die gegen die herbizide Wirkung von GS- 
Inhibitoren resistent sind. Solche transgenen, herbizidvertraglichen 
Kulturpflanzenbestande konnen durch eine Behandlung mit Glufosinate Im 
Nachauflaufverfahren effektiv unkrautfrei gehalten werden. 

In Feldversuchen mit solchen transgenen Pflanzen zeigte sich unerwarteterweise, 
daB die mit Glufosinate behandelteten Pflanzen einen meBbar hdheren Ertrag 
erbringen als unbehandelten Pflanzenbestande. Dieser Mehrertrag Ist nicht auf die 
ausgezeichnete Unkrautbekampfung durch Glufosinate und dessen vollkommene 
Vertragiichkeit in den transgenen Kulturpflanzenbestanden zuruckzufuhren, sondern 
auf einen positiven wachstums- und ertragsbeeinflussenden Effekt der Herbizid- 
Behandlung. 
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Die Erfindung betrifft daher ein Verfahren zur Ertragssteigerung von 
Glutaminsynthetase-lnhibitor-resistenten Nutzpflanzen, dadurch gekenzeichnet, daB 
die Pflanzen mit Aufwandmengen von Glutaminsynthetase-lnhibitoren behandelt 
werden, die die Pflanzen nicht schadigen. 

Die Erfindung betrifft insbesondere ein Verfahren, in denn Glutaminsynthetase- 
lnhibitoren zur ertragssteigernden Behandlung von Pflanzen, die durch die 
Expression eines N-Acetyltransferasegens vor der herbiziden Wirkung der 
Glutaminsynthetase-lnhibitoren geschutzt sind, eingesetzt werden. 

Die Erfindung betrifft auBerdem die Verwendung eines Glutaminsynthetase- 
Inhibitors zur Ertragssteigerung von Nutzpflanzen, die gegen diesen Inhibitor 
resistent sind. Sie betrifft insbesondere die Verwendung von Glutamin-synthetase- 
Inhibitoren zur Ertragssteigerung von transgenen Nutzpflanzen. 

Als Glutaminsynthetase-lnhibitor wird vorzugsweise die Verbindung Glufosinate Oder 
Bialaphos verwendet (Tachibana et al., Abstr. 5th Int. Congr. Pestic. Chem., IVa, 
Abstract 19; Mase. Jpn. Pestic. Inf., 1984. No 45. p. 27). Der Begriff Glufosinate 
umfaBt In diesem Zusammenhang sowohl das Razemat (DL-Homoalanin- 
4y I (methyl) phosphinsaure) als auch das biologisch aktive L-lsomer und die 
entsprechenden Salze. Das Herbizid kann in den handelsublichen Formulierungen 
eingesetzt werden. Ein weiteres Beispiel fur einen GS-lnhibitor stellt die Verbindung 
Phosalacin dar (Omura et al., J. of Antibiotics. Vol. 37, 8, Seiten 939-940. 1984). 

Der ertragssteigernde Effekt der Glufosinate-Behandlung tritt insbesondere dann 
auf, wenn die Herbizidbehandlung im 2 - 8, vorzugsweise im 3 - 6 Blattstadium der 
Kulturpflanzen vor der Blute. bzw. bei mehrjahrigen Pflanzen zu einem beliebigen 
Zeitpunkt, durchgefuhrt wird. 

In dem erfindungsgemaBen Verfahren werden die Pflanzen mindestens einmal mit 
Aufwandmengen des Herbizides behandelt. wie sie auch zur Unkrautbekampfung 
eingesetzt werden, z. B. mit 150 g - 1000 g Glufosinate/ha. 
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In Abhangigkeit von der Pflanzen. deren Gr63e sowie den klimatischen 
Bedingungen kann die erforderliche Aufwandmenge jedoch variieren. 

Besonders gunstig kann das Verfahren bei Aufwandmengen von 350 - 700 g 
Glufosinate/ha eingesetzt werden. In diesem Aufwandnnengenbereich 1st der 
erziette Effekt proportional zur Glufosinataufwandmenge, ohne auf Unterschieden 
im Unkrautbekampfungserfolg zu beruhen. Bereits bei der niedrigen PTC- 
Aufwandmenge kann eine Unkrautkontrolle erzielt werden. die mit der Kontrolle bei 
hoheren Aufwandmengen vergleichbar ist 

Besonders vorteilhaft ist eine mehrmalige Behandlung der Pflanzen mit geringen 
Dosierungen im unteren Bereich der Anwendungskonzentrationen, die im Abstand 
von einigen Tagen. d. h. zwischen 2 und 30 Tagen, vorzugsweise zwischen 5 und 
20, besonders bevorzugt zwischen 8 und 15 Tagen durchgefuhrt wird. Besonders 
vorteilhaft ist eine Behandlung der Pflanzen mit niedrigen Dosierungen, die im 
Abstand von 9 bis 11 Tagen durchgefuhrt wird. 

Das erfindungsgemaBe Verfahren kann generell fur die Behandlung von Pflanzen 
eingesetzt werden. die gegen Inhibitoren der GS resistent sind. Resistente Pflanzen 
konnen auch mit herkommlichen Zuchtungsverfahren erhalten werden. Falls die 
durch konventionelie Selektion erhaltenen Pflanzen ein zu den transgenen Pflanzen 
vergleichbares Resistenzniveau aufweisen, konnen sie ebenfalls nach dem 
erfindungsgemaBen Verfahren behandelt werden. Das Verfahren eignet sich jedoch 
in besonderer Weise fur die Behandlung von Glufosinate-resistente Pflanzen, die 
durch die Ubertragung eines Resistenzgens gegen das Herbizid erhalten wurden. 
In der EP-B1-0 242 236 und der EP-B1-0 257 542 werden Verfahren beschrieben. 
wie solche Pflanzen erzeugt werden konnen. 

i Der Begriff Pflanzen umfaBt in diesem Zusammenhang Nutzpflanzen aus den 

beiden Gruppen der Angio- und Gymnospermae. Sowohl einzelne Pflanzen als 
auch die Pftanzenkulturen konnen nach dem erfindungsgemaBen Verfahren 
behandelt werden. 
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Unter den Gymnospermae sind von besonderem Interesse die Klasse der 
Coniferae. 

Unter den Angiospermae sind von besonderem Interesse die Pflanzen der Familien 
Solanaceae, Cruciferae, Compositae. Liliaceae, Vitaceae, Chenopodiaceae, 
Rutaceae, Bromeliaceae, Rubiaceae, Theaceae, Musaceae Oder Gramineae sowie 
der Ordnung der Leguminosae. Bevorzugt werden Vertreter der Familien 
Solanaceae, Cruciferae und Gramineae behandelt. 

Das Verfahren ist von besonderen Interesse fur die Behandlung von Kulturpflanzen, 
bei denen groBe Ernteertrage von Bedeutung sind. wie z.B. Mais, Soja, Sommer- 
und Winterraps, Zuckerrube, Luzerne. Sonnenblume, Baumwolle, Kartoffeln, 
Weizen, Gerste, Reis. Es kann aber auch vorteilhaft bei Tomaten und anderen 
Gemusearten, wie Gurke sowie Fruchtarten wie Melone, Erdbeere, Himbeere, Kiwi, 
eingesetzt werden. 

Ebenfalls von besonderer Bedeutung ist der Einsatz der Verfahrens in 
herbizidresistenten Geholzen, wie z.B. in Plantagen und Baumschulen. 

Durch die Applikation von GS-lnhibitoren, wie z. B. PTC und dessen Analoga und 
Derivate, auf die Jungpflanzen von Geholzen kann deren Jugendentwicklung 
beschleunigt werden. Besonders NuBbaume, Olpalmen, Obstbaume, Pappeln und 
anderen Anbaupflanzen. die zu den Holzgewachsen zahlen. sind hier zu nennen. 

Das erfindungsgemaBe Verfahren ist also sowohl in der Landwirtschaft als auch im 
Gartenbau von Bedeutung, weil durch die Applikation des herbiziden 
Giutaminsynthetase-Hemmers, ohne zusatzlichen Einsatz an Dunger und 
Pflanzenwachstumsreguiatoren, ein deutlich messbarer Mehrertrag erzielt werden 
kann. Der Begriff Mehrertrag bedeutet in diesem Zusammenhang, daB die Pflanze 
mehr Ertrag betrabt bis 50 % betragen, Herbizide mit anderen Wirkungsweisen 
zeigen diesen Effekt entweder nicht oder haben haufig einen negativen Effekt auf 
den Ertrag. 
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Die wachstumsfordernde Wirkung der Behandlung mit Glufosinate kann in Feld- 
und GefaBversuchen gemessen werden, indem die Ertrage von Pflanzenbestanden 
verglichen werden, die mit konventionellen Herbiziden behandelt werden Oder 
dutch nicht-chemische Verfahren unkrautfrei gehalten warden. 

Die folgenden Beispiele dienen der Eriauterung der Erfindung, ohne daB diese 
darauf beschrankt ware. 

Beispiel 1 

Transgene Glufosinate-tolerante Mais- bzw. Soja-Pflanzen wurden in Parzellen (10 
m^) angepflanzt und im 3 - 5 Blattstadium mit unterschiedlichen Mengen 
Glufosinate behandelt. Die Bonitur der Unkrautbekampfung wurde 42 Tage nach 
der Applikation durchgefuhrt. Zum Reifezeitpunkt der Kulturen wurden die Parzellen 
geerntet und der Samenertrag durch Auswiegen der erhaltenen Korner ermittelt. 

Bel der Untersuchung der Maispflanzen wurde als Vergleichsmittel Laddock® (sine 
Mischung aus Atrazin und Bentazon) eingesetzt. Zur Behandlung der Sojapflanzen 
wurden zwei Mittel eingesetzt. Vergleichsmittel 1 enthielt eine Mischung aus 134 g 
Fenoxaprop-P-ethyl/ha und 425 g Fomesafen/ha; Vergleichsmittel 2 enthielt 2240 g 
Metolachlor/ha und 840 g Stormcs* (eine Mischung aus Bentazon und 
Acifluorfen)/ha. Die Vergleichsmittel sind aus 'The Pesticide Manual", 9. Ausgabe, 
Brit. Crop Prot. Council, 1991 bekannt. 

Die in Tabelle 2 beschriebene Behandlung mit zwei niedrigen Dosierungen von 
Glufosinate wurde im Abstand von 10 Tagen durchgefuhrt. 
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Tabelle 1 





Glufosinate-Aufwandmengen 
(g Wirkstoff/ha) 


Vergleichsmittel 




150 


450 


650 




Unkrautbekampfungs- 
erfolg in % 


92 


97 


98 


78 


Ertrag in % der 
Vergleiclnsmittelparzelle 


118 


121 


125 


100 
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Patentanspruche: 

1 . Verfahren zur Ertragssteigerung von Glutaminsynthetase-lnhibitor- 
resistenten Nutzpflanzen, dadurch gekenzeichnet, daS die Pflanzen 
mit Aufwandmengen von Glutaminsynthetase-lnhibitoren behandelt 
warden, die die Pflanzen nicht schadigen. 

2. Verfahren gemaB Anspruch 1, in dem Glufosinate und dessen Saize 
zur ertragssteigernden Behandlung von Nutzpflanzen, die durch die 
Expression eines N-Acetyltransferasegens vor der herbiziden Wirkung 
der Glutaminsynthetase-lnhibitoren geschutzt sind, eingesetzt werden. 

3. Verfahren gemaB Anspruch 1, in dem die Nutzpflanzen mindestens 
einmal mit Aufwandmengen des Wirkstoffs behandelt werden, wie sie 
auch zur Unkrautbekampfung eingesetzt werden. 

4. Verfahren gemaB Anspruch 1 , in dem die Nutzpflanzen mindestens 
einmal mit 150 - 1000 g Glufoslnate/ha, vorzugsweise mit 350 - 700 g 
Glufosinate/ha behandelt werden. 

5. Verwendung eines Glutaminsynthetase-lnhibitors zur 
Ertragssteigerung von Nutzpflanzen, die gegen diesen Inhibitor 
resistent sind. 

6. Verwendung von Glufosinate und dessen Salzen zur 
Ertragssteigerung in transgenen Nutzpflanzen. 
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'A^ VerdfTentlichung, die den allgcmeinen Stand der Tcchnik definiert, 
aber nicht als besonders bedeuLsam anzaschen ist 

'E' alteres Dokument, das jedoch erst am Oder nach dcm intemationalen 
Amnctdedatum vcroffentlicht worden ist 

'L' VcrftfTentlichung, die gccignet ist, einen Prioritatsanspruch zweifelhaa er- 
scheinen zu Ia,ssen, odcr durch die das Verdrrentlichungsdatum ciner 
andercn im Recherchenbericht genannten Veroffentlichung bclegt werden 
soli Oder die aus einem anderen besondcren Grund angcgeben ist(wie 
au<sgefuhrt) 

'O' Vcrdffentliehung, die sich auf eine miindliche OfTcnbarung, 

eine Benutzung, eine Ausstcllung oder andere Mafinahmen bczieht 
'V Vcroffcnlli Chung, die vor dem intemationalen Anmeldcdatum, aber nach 
dem beanicpnichtcn Priori tatedatunt vcroffentlicht worden ist 



Spatcrc Veroffentlichung. die nach dem intemationalen Anmeldcdatum 
Oder dem Priori tat<»datum vcroffentlicht worden ist und mit der 
Anmeldung nicht koUidiert, sondem nur zumVcrstandnis des der 
Erfmdung zugmndeliegenden Prinzips oder der ihr zugrundeltegenden 
Theorie angcgeben ist 

' Veroffentlichung von bcsondercr Bedeutung; die beanspruchte Erfrndimg 
kann allein aufgrund dieser Veroffentlichung nicht als neu Oder auf 
erfinderischer I'atigkcit beruhend bctrachtet werden 

' VerofTentlichung von besondcrer Bedeutung; die beaaspnichte Erfindung 
kann nicht als auf erfmderischer Tatigkeit beruhend bctrachtet 
werden, wenn die Veroffentlichung mit einer oder mehrcrcn anderen 
VerdfTcndichungcn dieser Katcgone in Verbinduna gebracht wird und 
diese Verbindung fiir eincn Kachmann naheliegcnd ist 
Veroffentlichung, die Mttglied dcrsclbcn Patentfamilic ist 
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